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(54) RNA-lsolierungs-Kit 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft einen RNA- 
lsolierungs-Kit umfassend einen Extraktionspuffer und 
wenigstens ein Adsorption smittel, wobei der Extrakti- 
onspuffer mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirk- 
same Puffersubstanz, mindestens ein Tensid und 
gegebenenfalls Polyvinylpyrrolldon (PVR) Oder Polyvi- 
nylpolypyn-olldon (PVPP) und weitere Qbliclie Inhalts- 
stoffe wie Saize, Komplexbildner, Proteinasen, 
Mercaptoethanol, Polyamine und dergleichen enthalt 
und das Adsorptionsmittel in der Lage 1st, Polysaccha- 
ride zu binden. Welterhin betrifft die vorliegende Erfin- 
dung einen Extraktionspuffer und dessen Verwendung 
zur Isolierung von RNA, umfassend mindestens eine im 
pH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersubstanz, minde- 
stens ein Tensid und gegebenenfalls Polyvinylpyrrolldon 
(PVP) Oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) und weitere 
ubiiche Inhaltsstoffe wie SaIze, Komplexbildner, Prote- 
inasen, Mercaptoethanol, Polyamine und dergleichen; 
sowie ein Verfahren zur Isolierung von RNA aus blologi- 
schem Material, vorzugswelse aus RIanzen. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen Ribonukleinsaure-lsolierungs-Kit, einen Extraktionspufferfur einen 
RNA-lsolierungs-Kit, ein Verfahren zur Isolierung von RNA aus biologischem, vorzugsweise pflanzlichem Material 
sowie die Verwendung des Extraktionspuffers zur Isolierung von RNA aus biologischem Material. 
[0002] Die Isolierung von Nukleins§uren wie DNA und RNA aus pflanzlichen, tierischen oder menschlichen Zellen 
und Zellkulturen erfolgt in der Regel nach einem einheitlichen Grundmuster: In einem ersten Schritt werden die Zellen 
lysiert, wodurch die Inhaltsstoffe in Losung gebracht werden. In den nachfolgenden Schritlen werden dann einzelne 
Bestandteile mrt verschiedensten Methoden sukzessive abgetrennt, bis schlieBlich nur noch der gewQnschte Nuklein- 
s3ureanteil In Losung ist. 

[0003] Die Abtrennung des unweigerlich in jedem Zellenlysat vorkommenden Proteinantells ist dabei ein beson- 
ders wichtiger Schrift. Sie kann beispielsweise durch Schuttein des Protein/Nukleinsaure-Gemisches mit Phenol 
und/oder Ghlorofomn/lsoamylalkohol-Mischungen erfolgen, was zur Abtrennung des Proteins fuhrt, oder durch Zusatz 
denaturierender Saize wie Guanldlnlumchlorid, Guanldiniunnisothlocyanat und derglelchen zum Zweck der Ausfallung 
des Proteinanteils aus der wSBrlgen Phase. Auch durch Zusatz von Proteasen kann der Proteinanteil abgebaut und 
anschlieBend entfernt werden. AnschlieBend kann durch Zusatz wahlweise von DNase oder RNase die jeweils 
gewunschte NukleinsSurefraktion erhalten werden. Die Trennung der Nukleinsauren kann auch durch Ultrazentrifuga- 
tion erfolgen. Zum Schutz der Nukleinsauren vor enzymatischem Abbau wahrend der Isolierungsprozedur muB unter 
sterilen, Nuclease-freien Bedingungen gearbeitet werden. 

[0004] Zur Durchf uhrung derartiger Nukleinsaureextraktionen sind im Stand der Technik eine Vielzahl von kommer- 
ziellen Extraktions-Kits bekannt, welche die fur die jeweilige Anwendung notwendigen Reagentlen in standardisierter 
Form und Menge enthalten. Die moisten im Stand der Technik bekannten Kits basieren auf einem derfolgenden zwei 
Abtrennungsprinzipien: 

[0005] Die klassischen Verfahren beruhen auf einem einstufigen ProzeB, in dem nach Zusatz eines meist Guanfdi- 
nlumsalze enthaltenden Puffers eine Extraktion der abzutrennenden Begleitstoffe in eine organische Phase, meistens 
mit Chloroform und Phenol, erfolgt. Die in derwassrigen Phase verbleibende Nukleinsaure kann dann durch Phasen- 
separation abgetrennt und isoliert werden, Kommerziell erhaltliche Kits nach diesem Verfahren sind beispielsweise 
RNAprep® (Oncor Appligen), RNAble® und RNAxel® (Eurobio), und Trizol® (Life Technologies). 
[0006] Ein Nachteil dieser Verfahren, neben der Venwendung giftiger und gesundheitsschadlicher Stoffe (Guanidi- 
nisothiocyanat, Phenol, CHCI3), ist vor allem, daB wasserlosliche Stoffe als Verunreinigung in der waBrigen Nuklein- 
saure-L5sung verbleiben, welche nachfofgend in weiteren, sehr zeitaufwendigen Reinigungsschritten- abgetrennt 
werden mQssen. Dieses Problem macht die Verwendung dieser Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus Pflan- 
zen nahezu unmoglich, da diese meist groBe Mengen an Polysacchariden und ahnlichen wasserlosliche n Stoffen ent- 
halten. 

[0007] In letzter Zeit hat sich ein alternativer ProzeB immer mehr durchgesetzt, welcher auf der selektiven Adsorp- 
tion von Nukleinsauren an Siliciumdioxid-Saulen oder -Filtern basiert. Hierbei werden in einem mehrstufigen Verfahren 
dem Zellenlysat nacheinander verschiedene Pufferlosungen (Lyse-, Binde-, Wasch- und Elutionspuffer) zugesetzt und 
im letzten Schritt die gereinigte Nukleinsaure vom Filter abgetrennt Beipiele fur kommerzielle Kits nach diesem Prinzip 
sind NucleoSpinRNA® (Macherey-Nagel). RNAqueous® (Ambion), HighPure RNA Isolation Kit® (Boehringer) und 
RNeasy® (Qiagen). 

[0008] Nachteilig bei diesem Isolierungsprinzip ist die Vielzahl der verwendeten Puffer (funf und mehr) und Reini- 
gungsschritte, was zu einem erhohten Zeltaufwand fuhrt. Zudem werden auch in diesen Kits meist gesundheitsschad- 
liche Guanidiniumsaize enthaltende Puffer verwendet Weiterhin mQssen zugunsten der Reinheit der isoiierten 
Nukleinsauren Ausbeuteverluste hingenommen werden. Gerade im Fall von pflanzlichen Proben, die einen hohen 
Anteil an Stoffen mit ahnlichem Loslichkeitsverhalten wie Nukleinsauren aufweisen, treten oftmals hohe Elutionsverlu- 
ste an Nukleinsaure auf. 

[0009] Fur Anwendungen im Bereich der Nukleinsaureisolierung aus Pflanzen eignen sich die im Stand der Tech- 
nik bekannten Kits wenn uberhaupt, dann nur fur Zellkulturen und gangige "Hauspflanzen" wie z.B. Tabak, Tomate, Ara- 
bidopsis, Gerste, welche nur wenige SekundSrstoffe aufweisen. Bei Pflanzen mit hohem Anteil an stSrenden 
Sekundarstoffen sind diese Methoden aufgrund der geringen erzielbaren Ausbeuten nicht einsetzbar. Zudem wird mit 
den herkommlichen Methoden oftmals eine nicht funktionale RNA erhalten. 

[0010] Es besteht daher ein Bedurfnis nach einem RNA-lsolierungs-Kit, welcher in einfacher Weise die quantitative 
Isolierung von RNA aus biologischem Material, insbesondere aus stark mit Sekundarstoffen angerelchertem Material 
in hoher Reinheit ermogricht. 

[0011] Weiterhin besteht ein Bedurfnis nach einem einfachen, wenige Schritte umfassenden und schnell durchzu- • 
fQhrenden Verfahren zur Isolierung von RNA in hoher Reinheit, welches die enwahnten Nachteile des Standes der 
Technik QbenA/indet. 

[0012] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demnach. einen RNA-lsolierungs-Kit, einen Extraktionspuffer 
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und ein Verfahren zur Isolierung von RNA aus biologischem Material, vorzugsweise aus Pflanzen, unter Verwendung 
des Extraktionspuffers bzw. des Kits zur Verfugung zu stellen, welche die genannten Nachteile des Standes der Tech- 
nil< Oberwinden. 

[0013] Zur Ldsung dieser Aufgaben dienen die Merkmale der unabhSngigen SchutzansprOche. 

5 [0014] Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den jeweiligen UnteransprDchen definiert. 

[0015] Die Aufgabe wird gel5st durcli einen erfindungsgemSBen RNA-lsolierungs-Kit, welcher einen Extraktions- 
puffer und wenigstens ein Adsorptionsmittet umfaBt, wobei der Extraktionspuffer mindestens eine im pH-Bereicli von 7- 
' 9 wirksame Puffersubstanz, nnindestens ein Tensid und gegebenenfalls Polyvinylpyrrolidon (PVP) oder Polyvinylpoly- 
pyrrolidon (PVPP) und weitere ubiiche Inlialtsstoffe wie Saize, Komplexblldner, Protelnasen, l\/lercaptoethanol, Poly- 

10 amine und dergleichen enthSlt und das Adsorptionsmittel in der Lage ist, Polysaccharide zu binden. ^ 
[0016] Eine weitere Ldsung der Aufgabe der Erfindung besteht in einem erfindungsgenndBen Extraktionspuffer zur ^ 
Isolierung von RNA, der mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersubstanz, mindestens ein Tensid und 
gegebenenfalls Polyvinylpyrrolidon (PVP) oder Polyvinylpotypyrrolidon (PVPP) und weitere ubiiche Inhaltsstoffe wie ^ 
SaIze, Komplexblldner, Protelnasen, Mercaptoethanol, Polyamine und dergleichen umfaBt. 

15 [0017] Weiterhin wird die verfahrensbezogene Aufgabe der Erfindung dadurch geldst, daB ein Verfahren zur RNA- ^ 
Isolierung aus biologischem, vorzugsweise pflanzlichem und pilzlichem l\^aterial unter Verwendung des erfindungs- «j| 
gemaBen RNA-lsolierungs-Kits und/oder des erfindungsgem§Ben Extraktionspuffers aufgezeigt wird, welches fol- ^ 
gende Schritte umfaBt: > 

< 

20 • Mischen des biologischen Materials mit Extraktionspuffer, ^ 

• Inkubieren der Mischung bei erhdhterTemperatur, (/) 

• Zugabe von Ldsungsmittel bzw. -gemisch, vorzugsweise von Chlorofornn/lsoamylalkohol, und Adsorptionsmittel LU 
aus dem RNA-lsolierungs-Kit, CD 

• Abtrennen der wSBrigen Phase und 

25 • Isolierung der darin enthaltenen gereinigten RNA nach ubiichen Methoden. 

[0018] Der erfindungsgemSBe RNA-lsolierungs-Kit besteht demnach im wesentlichen aus mindestens einem *^;^:r^ 
Adsorptionsmittel und einem darauf abgestimmten Extraktionspuffer. . ^ 

[0019] Oberraschenderweise konnte gefunden warden, daB nicht die Adsorption der RNA an einem geeigneten 
30 Adsorptionsmittel, sondern die Adsorption derjenigen SekOndSrstoffe am Adsorptionsmittel, welche ahnliche Ldsungs- 
etgenschaften wie die NukleinsSuren aufweisen, wesentliche Vorteile in der Isolierung von RNA aus begleitstoffreichen 
Gewebeproben bringt. 

[0020] Den Adsorptionsmittein kommt daher im Gegensatz zu den aus Extraktions-Kits des Standes derTechnik 
bekannten Adsorptionsmittein im wesentlichen die Aufgabe zu, storende Sekundarstoffe dauerhaft zu adsorbieren. 

35 Derartige Sekundarstoffe sind im Falle von Pflanzen meist Polysaccharide, phenolische Substanzen, Latex und diverse v^r ; 

schleimartige, meist unbekannte Substanzen. - , . 

[0021] Im Zusammenhang mit der Erfindung geeignete Adsorptionsmittel umfassen unfunktionalisierte und funk- 
tionalisierte Siliciumdioxide, Borsilikate, Aluminiumoxide, Zeolithe, Tonmineralien, nichtionische und ionische organi- 
sche Polymere sowie funktionalisierte oder nicht funktionalisierte Harze auf der Basis von Siliciumdioxiden, 

40 Borsilikaten, Aluminiumoxiden, organischen Polymeren und dergleichen. Bevorzugte funkttonelle Gruppen der vorste- 
hend genannten Adsorptionsmittel sind veresterbare funktionelle Gruppen wie BorsSure, Sulfonsaure, CarbonsSure, 
Anhydride, und dergleichen. Idealerweise werden Polysaccharide und ahnliche Begleitstoffe an dem Adsorptionsmittel 
kovalent gebunden. 

[0022] Besonders bevorzugt als Adsorptionsmittel sind erfindungsgemaB Harze, die freie Bors^uregruppen (- 
45 B(OH)2-Gruppen) enthalten. Derartige Harze reagieren mit Polysacchariden, indem die Borsauregruppen der Harze 
mit den vicinalen Hydroxy gruppen der 1,2-Dihydroxyverbindungen darstellenden Polysaccharide einen cyclischen Bor- 
s^ureester bilden. Durch diesen Mechanismus werden die Polysaccharide an die Harzpartikel gebunden und aus der 
Probe entfernt. 

[0023] Kommerziell erhSltliche Adsorptionsmittel, welche im Sinne dieser Erfindung vorteilhaft venvendet werden 
50 kdnnen, sind beispielsweise das Nucleon® PhytoPure® Harz der Firma Nucleon Biosciences (vertrieben von 
Amersham International) zur Entfernung von Polysacchariden und Amberlite® XAD-2 (vertrieben von Serva, Sigma) 
zur Entfernung von Latexanteilen in stark gummihaltigen Pflanzen (z.B. Reus Benjamina). 

[0024] Das Nucleon® PhytoPure® Harz von Nucleon Biosciences enthalt freie Borsauregruppen auf einer Silici- 
umdioxidmatrix. Dieses Harz bildet w^hrend der Extraktlon eine halbfeste Schicht zwischen einer unteren organischen 
55 Phase und einer oberen wSBrigen Phase, die die RNA enthSIt Dadurch wird eine Gewinnung von hochreiner RNA mit 
hoher Ausbeute ohne VIelzahl von Reinigungsschritten sichergestellt. 

[0025] Extraktionspuffer gemSB der vorliegenden Erfindung enthalten mindestens eine im pH-Bereich von 7 bis 9 
wirksame Puffersubstanz, mindestens ein Tensid und gegebenenfalls Polyvinylpyrrolidon oder Polyvinylpolypyrrolidon 
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und Saize, Komplexbildner, Proteinasen, Polyamine, P-Mercaptoethanol sowie weitere Qbliche Zus§tze. 
[0026] Uberraschenderweise konnte gefunden werden, daB derartige erfindungsgemaBe Extraktionspuffer in Ver- 
bindung mit geeigneten Adsorptionsmitteln erstmals die Isolierung von RNA in funktionaler Form aus quasi Jedem 
bellebigen Pflanzenmaterial In einem deutlich vereinfachten Verfahren mit deutlich geringerem Zeitaufwand emri5gli- 
Chen. GegenOber den im Stand derTechntk bekannten Isollerungsverfahren, die in der Regel mehr als 8 Stunden Auf- 
arbeitungszeit erfordem. kann mit dem erfindungsgemaBen Kit und dem zugehorigen Verfahren innerhalb ca. einer 
Stunde hochreine, fOr molekularbiologische Arbeiten (bspw. RT-PCR) einsetzbare Ribonukleins§ure gewonnen war- 
den. Zudem iiegen die erzielbaren Ausbeuten uberraschenderweise sehr hoch, so daB mit deutiich geringeren Mengen 
an Probenmaterial (ca. 30-100 mg), als bisher erforderlich war. gearbeitet werden kann. Das erflndungsgemSBe Ver- 
fahren ermoglicht zudem die parallele Bearbeitung mehrerer Proben in gleichen, vorzugsweise geringen Volumina. 
[0027] Von besonderem Interesse ist die Erfindung fur Baume, Straucher und Zierpflanzen, also im Zusammen- 
hang mit pflanzlichen Geweben, aus denen die Isolierung von funktionaler RNA auf einfache Weise und mit angemes- 
senen Ausbeuten bislang praktisch nicht mdglich war. 

[0028] Als Puffersubstanz im Extraktionspuffer gemSB der vorliegenden Erfindung wird ein Tris(hydroxymethyl)ami- 
nomethansalz, insbesondere Tris-HCI bevorzugt. Weitere erfindungsgemSB verwendbare Puffer sind z.B. Acetate, 
Bicarbonate, bis-tris-Propan, Borate, Citrate, Dimethylmalonate, Glycinamide, Glycylglycine, Imidazole, Phosphate, 
Succinate und dergleichen. 

[0029] ErfindungsgemaB bevorzugte Tenside umfassen kationische Tenside, insbesondere quartare Ammonium- 
salze vom Typ NRVr2)3+ wobei R^ ein Alky I- Oder Alkenylrest von Oq-C^q und R^ eIn kurzkettiger Alkylrest ist. und 
besonders bevorzugt Cetyltrimethyl-ammoniumbromid (CTAB). 

[0030] Der Gehalt an CTAB oder ahnlichen Tensiden im erfindungsgemaBen Extraktionspuffer liegt bei 0,1 bis 5 
Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 3 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtzusam- 
mensetzung des Puffers. 

[0031] Zur Entfernung phenolischer Substanzen enthSIt der Extraktionspuffer gemSB der vorliegenden Erfindung 
in einer bevorzugten Ausfuhrungsform Pofyvinylpyrrolidon (PVP) oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP). Es wurde fest- 
gestellt, daB hohe PVP- bzw. PVPP-Konzentrationen die Nukleinsaureausbeute verringern, weshalb der PVP- bzw. 
PVPP-Anteil im Extraktionspuffer unter 10 % Iiegen sollte. Bevorzugt wird ein PVP- bzw. PVPP-Gehalt von 0,1 bis 5 
Gew.-%, Insbesondere von 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt von etwa 2 Gew.-%. 

[0032] Dem erfindungsgemaBen Extraktionspuffer kSnnen zur Inaktivlerung von Nucleasen Komplexbildner zuge- 
setzt werden. Geeignet sind afle Komplexbildner, die in der Lage sind zweiwertige Metallkationen, wie sie in Enzymen*. 
ubiicherweise vorkommen, zu binden. Bevorzugt wird EDTA und deren Salze. 

[0033] Ebenso moglich und erwunscht ist derZusatz von Polyaminverbindungen wie Putrescin, Spemiin und Sper- 
midin, wobei Spermidin bevorzugt wird. 

[0034] Um Oxidation von SH-Gruppen in Proteinen zu verhlndern, kann dem erfindungsgemaBen Extraktionspuffer 
ein Reduktionsmittel zugesetzt werden, vorzugsweise p-Mercapto-ethanoL 

[0035] Die Anwendung des erfindungsgemaBen RNA-lsolierungs-Kits bzw. des Extraktions-puffers kann nach fol- 
gendem Vorgehensweise erfolgen: 
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Zur Isolierung von RibonukleinsSuren aus Pflanzen- oder Pilzmaterial werden die folgenden Schritte angewandt: 
40 Nach der ZerstOrung der Zeilwande In ublicher Weise, z.B. Ven-etben des Materials in flussigem Stickstoff oder mit 

Trockeneis wird das Versuchsmaterial mit auf Inkubationstemperatur voren^^armtem Extraktionspuffer versetzt, gut 
durchmischt und furca. 5 Minuten bei erhohterTemperatur zwischen 20° und 80 °C, vorzugsweise bei 65 ^C, inku- 
biert. AnschlieBend werden ein geeignetes, nicht mit Wasser mischbares organisches LSsemlttel oder Losemittel- 
gemisch sowie mindestens ein 

45 

[0036] Polysaccharide und andere Sekundarstoffe bindendes Adsorptionsmittel zugegeben. Geeignete Losemittel 
sind z. B. Chloroform, Methylenchlorid, Dichlormethan, aliphatische lineare und cyclische Kohlenwasserstoffe, langket- 
tige verzweigte und unverzweigte, gesattigte und ungesattigte Alkohole, und dergleichen. Bevorzugt werden Gemische 
aus Chloroform und Isoamylalkohol im Verh&ltnis 24:1. Das LSsemittelgemisch wird vorzugsweise auf etwa -20 **C 
50 gekOhlt zugesetzt. 

[0037] Bei stark gummihaltigen Pflanzen kann der zusatzliche Zusatz eines nlchtionischen polymeren Adsorbens 
wie z.B. Amberlite® XAD-2 zur Entfernung von Latexanteilen notig sein. Bevorzugt erfolgt der Zusatz gleichzeitig mit 
dem Adsorbens aus dem Kit Pflanzen mit hohem Gehatt an phenolischen Zusatzen (z.B. Kiefer. Birke, Ahorn) konnen 
die zusatzliche Zugabe von Salzen, insbesondere CaCIa erforderlich machen. In ahnlicher Weise wird die Isolierung 
55 groBer Mengen von RNA bei Anwesenheit schleimartiger Sekundarstoffe (wie sie bspw. in Lindenbluten und -blattern 
vorkommen) durch Zusatz von KCI und/oder Benzylchlorid begunstigt, wobei die Zugabe bevorzugt zusammen mit 
dem Adsorptionsmittel erfolgt. 

[0038] Ebenso kann bei stark proteinhaltigen Pflanzen dem Extraktionspuffer Proteinase zugesetzt werden, vor- 
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zugsweise Proteinase K, um den Proteinabbau zu gewdhrleisten und so die Reinheit der isolierten Nukleinsdure zu 
erhdhen. 

[0039] AnschlieBend wird die Mischung bei Raumtemperatur geschOtteft und dann zentrifugiert. Die nukleinsaure- 
haltige waOrlge Phase wird del<antiert und gegebenenfalls ein zweites Ma! mit organischem Ldsemittel extrahiert. 
5 AnschlieBend wird die Nulcleinsdure aus der waBrigen Pliase in belcannter Weise, gegebenenfalls unter Verwendung 
von DNase und dazu notwendigen Enzympuffern, in relner Form isoliert. 

[0040] Der erfindungsgemaBe Nul<leinsaure-lsolierungs-Kft bzw. der erfindungsgennaBe Extraktlonspuffer k6nnen 
* bei einer quasi unbegrenzten Vielzahl von Pflanzenspezies, Pflanzengeweben und Pilzen eingesetzt werden. Selbst- 
verstSndlich eignen sich der erfindungsgemSBe Kit bzw. Extraktionspuffer auch zur Isolierung von RNA aus wenlger 
10 problematischen Materialien wie Bakterienzellen und tierischen Geweben. 

[0041] Die nachfolgenden Beispiele zeigen einige Beispiele fQr die Anwendung der vorliegenden Erfindung und 
stellen keine Einsclirgnkung auf bestimmte Anwendungsbereiclie dar. Vielmehr kann man sich eine Vielzahl weiterer 
Anwendungsmoglichkeiten der vorliegenden Erfindung vorstellen. 

15 Beispiel 1: H erstelluna eines Extraktionspuffers. 

[0042] Fur die Isolierung von RNA aus Pflanzen wird auf der Basis von reinem, nucleasefreien Wasser eine 
Mischung mit folgenden Mengen an Inhaltsstoffen zusammengestellt und autoklaviert: 
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Tris-HCI (pH 8) 


40 mM 


CTAB 


3% 


PVPP/PVP 


2% 


EDTA 


50 mM 


NaCi 


2 M 


Spermidin 


0,5 g/l 


P-IVIercaptoethanot 


2% 



[0043] Die Zugabe des p-Mercaptoethanols folgt erst nach der Autoklavierung. 

35 

Fur die RNA-lsolieruna aus f^lanzen bzw. Pilzen sind weiterhin notwendig : 
[0044] 

40 Chloroform/isoamylalkohot 24:1 (auf -20 ^'C gekOhtt) 

Nucleon PhytoPure Resin® der Firma Nucleon (Adsorptionsmittel) 

Isopropanol (gekQhlt auf 4 °C) 

Ethanol, 70 % (auf -20 gekOhlt) 

DNase 1 (Phamnacia; 5U«1,5 Kunitz Units) 
45 DNase Puffer (10x): 400 mM Tris-HCI (pH 7,5), 60 mM MgCIa 

gegebenenfalls (z.B. bei Pflanzenspezies mit hohem Phenol- oder Latexantell): 

20 % CaCl2 

1 M KCI 

1 M Benyzlchlorid 
50 XAD-2 

Proteinase K 10 mg/ml 

Alioemeine Vorschrift fur die Isolierung von RNA aus Pflanzen bzw. Pilzen : 

55 [0045] Etwa 30-50 mg Pflanzen- (bzw. Pilz-) Material in einem 2 ml EppendorfgefaB mit 500 ^il auf 65**C erwarmtem 
Extraktionspuffer versetzen, gut mischen und 5 min bei 65 °C inkubieren. Dann 250 ^1 gekQhItes Ldsungsmittel bzw. - 
gemisch und 1 00 \i\ Adsorptionsmittel zugeben, gut mischen und 1 0 min bei Raumtemperatur schuttein lassen (bei ca. 
1 800 upm). AnschlieBend bei 4*^0 fur 5 min bei 1 3000 upm zentrifugieren. Den w^Brigen Uberstand abnehmen und je 
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nach Bedarf, also optional, ein zweites Ma! mit 250 \i\ Ldsungsmittel bzw. -gemisch kurz mischen und anschlleBend fOr 
2 min bei 4°C und 13000 upm zentrifugieren. Die gesammelten waBrigen Uberstande mit zwei Volumeneinheiten kal- 
tem Isopropanol versetzen. mindestens 5 min auf Eis inkubieren und anschlieBend bei 4*'C und 13000 upm fur 5 min 
zentrifugieren. Das Pellet in 13 vil Wasser aufnehmen, 2 ^1 Enzympuffer und 6jil DNase 1 zugeben und 15 min bei 37 
**C inkubieren. 

[0046] AnschlieBend zwei Volumeneinheiten Isopropanol zugeben, mischen und bei 4'=*C und 13000 upm fur 2 min 
zentrifugieren. Das Pellet mit 200 ^1 70 %igem Ethanol versetzen. Nochmals zentrifugieren. das RNA-Pellet ca. 20 min 
trocknen lassen und schlieBllch in 50 pJ Wasser oder Puffer (TE) aufnehmen. 

Beispiele 2-9: Isolleruna von RNA aus Nutz- un d Modellpflan^en r 

[00471 Nach der oben angegebenen allgemeinen Vorschrift wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Belspiel 1 
RNA aus folgenden Nutz- und Model Ipflanzen isoliert: 



Beispiel 


Pflanze 


Besonderheiten 


Zugabe 


2 


Gerste 






3 


Tom ate 






4 


Kartoffel 






5 


Bohne (Blatt, Wurzel) 






6 


Bohne (Kotyledonen) 


hoher Polysaccharidanteil, hoher Hin- 
tergrund 


zusatzllch Proteinase K (100 pi 10 

mg/ml) 


7 


Soja (Kotyledonen) 


hoher Polysaccharidanteil, hoher Hin- 
tergrund 


zusatzllch Proteinase K (100 pi 10 
mg/ml) 


8 


Arabidopsis 






9 


Tabak 







Beispiele 10-16: Isolier ung von RNA aus Zierpflanzen ! 

[0048] Nach der oben angegebenen allgemeinen Vorschrift wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Beispiel 1 
RNA aus folgenden Zierpflanzen isoliert: 



Beispiel 


Pflanze 


Besonderheiten 


Zugabe 


10 


Tradescantia 






11 


Wasserpflanze (Aquarium) 






12 


Buntnessel 






13 


Christusdorn 






14 


Oleander 






15 


Benjamlnfeige 


hoher Latexanteil 


XAD-2 


16 


Stapelle 







Beispiele 1 7-25: Isolieruna von RNA aus BlQten : 

[0049] Nach der oben angegebenen allgemeinen Vorschrift wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Beispiel 1 
RNA aus folgenden BlQten isoliert: 



Beispiel 


Pflanze 


17 


Usambaraveilschen 


18 


Qelber HahnenfuB 


19 


Flieder 


Z\J 


Aptei 


21 


Rose (Kardinal) 


22 


Pelargonie 


23 


Cyclamen 


24 


Gerbera 


25 


Petunie 



20 [0050] Keine Besonderheiten, Zugabe weiterer Stoffe nicht erforderlich. 
Bglspiele 26-33 Igolierung von RNA aus B^umQn: 

[0051] Nach der oben angegebenen atlgemeinen Vorschrift wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Beispiel 1 
25 die RNA aus folgenden Bdumen isoliert: 



Beispiel 


Pflanze 


Besonderheiten 


Zugabe 


26 


LInde (Blatt, BlOte) 


unbekannte Inhaltsstoffe 


KCI (200 jxl 1 M), Benzylchlorld 
(100^11 M) 


27 


Hasel 






28 


Vogelbeere 






29 


Eiche 






30 


Birke 


unbekannte inhaltsstoffe 


CaCl2 (100 ^1 20% w/v) 


31 


Ahorn 


unbekannte Inhaltsstoffe 


CaCl2 (100(1120% w/v) 


32 


Buche 






33 


Kiefer (Nadein, Phloem, Zapfen, 
Wurzel) 




besser mit CaCl2-Zugabe 



Beispiele 34-35: Isoiierung von RNA aus Pilzen : 

[0052] Nach der oben angegebenen allgemeinen Vorschrift wurde mit Hilfe des Extraktions-puffers aus Beispiel 1 
die RNA aus folgenden Pilzen Isoiiert: 

50 



Beispiel 


Pflanze 


34 


Phanerochaete chrysosporium 


35 


Lophodermium picea 
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Patentanspruche 

I. RNA-lsoiierungs-Kit umfassend einen Extraktionspuffer und wenigstens ein Adsorptionsmittel, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersub- 
stanz, mindestens ein Tensid und gegebenenfalls Polyvinyl-pyrroiidon (PVP) oder Polyvinylpofypyn'olldon (PVPP) 
und weitere Qbliche Inhaltsstoffe wie Saize, Komplexbildner, Proteinasen, Mercaptoethanol, Polyamine und derglei- 
chen enth§lt und das Adsorptionsmittel in der Lage ist, Polysaccharide zu binden. 

2- RNA-lsoiierungs-Kit gemSB Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorptionsmittel veresterbare funktionelle Gruppen umfaBt. 

3. RNA-fsolierungs-KIt gemaB Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorptionsmittel freie Borsauregruppen umfaBt 

4. RNA-lsolierungs-Kit gemSB einem der vorangehenden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorptionsmittel eine Siliciumdioxidmatrix umfaBt. 

5. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Puffersubstanz ein vom Tris(hydroxymethyl)aminomethan abgeleitetes Salz, 
insbesondere Tris-HCI, umfaBt. 

6. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Tensid ein kationisches Tensid, vorzugsweise ein quartares Ammoniumsalz, 
und besonders bevorzugt CTAB ist 

7. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB derTensldgehalt im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzusammensetzung 
be! 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 3 Gew.-% liegt.- 

8. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Gehalt an PVP oder PVPP im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzu- 
sammensetzung bei 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 (Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 2 Gew.- 
% liegt. 

9. RNA-lsolierungs-Kit gemSB einem der vorangehenden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer EDTA und/oder Spermidin enthalt. 

10. RNA-lsolierungs-Kit gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer p-Mercaptoethanol enthalt. 

I I . "Extraktionspuffer zur Isollerung von RNA, umfassend mindestens eine im pH-Bereich von 7-9 wirksame Puffersub- 
stanz, mindestens ein Tensid und gegebenenfalls Polyvlnylpyn-olidon (PVP) oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) 
und weitere Qbliche Inhaltsstoffe wie SaIze, Komplexbildner, Proteinasen, Mercaptoethanol, Polyamine, und der- 
gleichen. 

12. Extraktionspuffer gemaB Anspruch 1 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB die Puffersubstanz ein vom Tris(hydroxymethyl)aminomethan abgeleitetes Salz, 
insbesondere Tris-HCI, umfaBt. 

13. Extraktionspuffer gemaB Anspruch 11 oder 12, 

dadurch gekennzeichnet, daB das Tensid ein kationisches Tensid, vorzugsweise ein quartares Ammoniumsalz, 
und besonders bevorzugt CTAB ist 

14- Extraktionspuffer gemaB einem der AnsprQche 1 1 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet, daB derTensldgehalt im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzusammensetzung 
bei 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt bei 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt bei etwa 3 Gew.-% liegt. 

15. Extraktionspuffer gemaB einem der Anspruche 1 1 bis 14, 
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dadurch gekennzeichnet, da3 der Gehalt an PVP oder PVPP im Extraktionspuffer bezogen auf die Gesamtzu- 
sammensetzung bei 0,1 bis 5 Gew.-%, bevorzugt be! 0,5 bis 4 Gew.-%, und besonders bevorzugt be! etwa 2 Gew.- 
% liegt. ^ 

5 16. Extralctionspuffer gemas einem der Anspruche 11 bis 15, S: 
dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer EDTA und/oder Spemiidin enth§lt ^ 

. ' 17. Extraktionspuffer gemSB einenn der AnsprQche 11 bis 16, LLj 
dadurch gekennzeichnet, daB der Extraktionspuffer P-Mercaptoethanol enthSIt 

10 

18. Extraktionspuffer gem&B einem der AnsprQche 11 bis 17, 

gekennzeichnet durch einen Gehalt von 40 mM Tris-HCI, 3 % CTAB, 2 % PVPP, 50 mM EDTA, 2 M NaCt, 0,5 g/l ^ 
Spermidin und 2 % p-Mercaptoethanol. ^ 

< 

15 19. Verfahren zur Isolierung von NukieinsSuren aus biologischem Material, umfassend die Schritte: ^ 

CO 

a) Mischen des biologischen Materials mit einem Extraktionspuffer gemSB einem der AnsprOche 1 1 bis 1 8, LLJ 

b) Inkubieren der Mischung bei erhfthter Temperatur, CD 

c) Zugabe von L6sungsmittel bzw. -gemisch und mindestens einem Adsorptionsmittel aus dem RNA-lsoiie- 
20 rungs-Kit gemSB einem der AnsprQche 1 bis 10, 

d) Abtrennen der w^Brigen Phase und Isolierung der darin enthaltenen gereinigten NukleinsSuren nach Qbll- 
Chen Methoden. 

20- Verfahren nach Anspruch 1 9, 
25 dadurch gekennzeichnet, daB das Ldsungsmittel bzw. -gemisch ein Gemisch von Chloroform und Isoamylalko- 
hol, vorzugsweise im Veitidltnis 24:1, ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 18 Oder 19, 

dadurch gekennzeichnet, daB es sich dem biologischen Material um pflanzliches Material handelt. 

30 

22. Verwendung des Extraktionspuffers gem€iB einem der AnsprQche 11 bis 18 zur Isolierung von RNA aus biologi- 
schem Material, insbesondere aus Pflanzenmaterial. 

23. Verwendung eines Adsorptionsmittels gemSB einem der AnsprQche 1 bis 4 zur Isolierung von RNA aus biologi- 
es schem Material, insbesondere aus Pflanzenmaterial. 



40 



45 



50 



55 
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